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2 - INTRODUÇÃO
Nos municípios de Florianópolis, Biguaçu, Governador 
Celso Ramos, Tijucas, Canelinha, Porto Belo, Cambotiu, Balneá­
rio Camboriü, Itajaí e Joinvile, em Santa Catarina, constatou- 
se a presença de cerca de 100 indivíduos, provavelmente perten­
centes a uma mesma unidade famílial» afetados por uma genoder- 
matose rara determinada por um gene autossomico dominante, deno­
minada Poroceratose de Mibelli,
Em fevereiro de 1974» realizou-se uma expedição a es­
ses municípios, coordenada pelos professores Df, Bento Arce-Gomez 
e Dra. Eleidi A, Chautard-Freire-Maia, com o objetivo de coletar 
dados genealógicos» dermatoglíficos e amostras de sangue para pos­
teriores estudos de diversos parâmetros genéticos. As amostras 
de sangue foram coletadas visando, principalmente, a estudos de 
ligação genética, '
Em 1975, parte dessa mesma amostra foi objeto da tese 
"Investigações dermatogiíficas em pacientes com Poroceratose de 
Mibelli", apresentada pelo Prof. Lodêrcio Culpi no curso de Mes­
trado em Genética Humana da UFPr.
No presente trabalho, desenvolvido sob a orientação 
da Profa. Dra. Eleidi A. Chautard-Freire-Maia, a autora tipou 
as amostras de sangue coletadas, visando a um estudo das rela­
ções de recombinação entre os locos da Poroceratose de Mibelli 
(PM), da cadeia a da haptoglobina Ça-Hp), da anidrase carbônica 
II (CAIÍ) e da esterase D (Es-D). Entre as combinações possíveis, 
só foram encontradas famílias informativas para as relações PM: 
a-Hp, PM:Es-D, a~Hp:CAII e a-Hp:Es-D. Este trabalho é parte de 
um plano maior de estudo clínico-genêtico da Poroceratose de Mi-
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bellí, que também incluirá outras analises de ligação genética.
2.1 “ Objetivos
Tratando-se da analise de uma ünica unidade familial,
I pequeno o numero de indivíduos que são objeto deste trabalho 
e, obviamente, reduzido o numero de famílias informativas para 
cada loco analisado. Considerando-se qüe a probabilidade a priori 
de dois locos autossômicos, tomados ao acaso, estarem ligados é 
cerca de 0,023 (Renwick, 1969), não tivemos por objetivo preten­
der constatar uma nova ligação genética entre os locos analisados. 
Entretanto, levando em conta que a Poroceratose de Mibelli © uma 
anomalia genética rara e que não se encontram, na literatura, 
trabalhos referentes a estudos de ligação com o seu respectivo 
loco, achamos interessante utilizar essas famílias para um estu­
do dessa natureza, visando a obter alguma informação que contri­
bua para o mapeamento do genoma humano.
0 nosso objetivo aoanalisar a relação a-Hp:Es-D esta 
fundamentado no fato do loco condicionador da a-Kp ter sido atri­
buído ao cromossomo 16 e de terem surgido divergências quanto a 
localização do loco da Es-D neste mesmo cromossomo.
Â inclusão da analise da relação a~Hp:CAII foi consi­
derada de interesse, uma vez que não hã informações a esse res­
peito na literatura.
2.2 - Referências aos locos .analisados
Faremos a seguir uma rápida exposição sobre cada uma 
das características condicionadas pelos locos considerados duran­
te a analise.
2.2.1 - Poroceratose de Mibelli
A Poroceratose de Mibelli ê uma genodermatose carac­
terizada por eflorescências cutâneas. As eflorescências primá­
rias assumem, as vezes, o aspecto da ceratose pilar ou lembram 
um corno cutâneo em forma de garra de pássaro. Podem permanecer 
como lesões imperceptíveis por meses ou anos. Na maioria das ve­
zes , sofrem um crescimento centrífugo, lento, culminando com a 
formação de placas de 2 a 3 cm de diâmetro, nitidamente desenha­
das na superfície da pele. Possuem certa predileção pelas super-
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fícies expostas ao sol» podendo» entretanto* atingir qualquer 
região do corpo» inclusive as palmas das mãos e as plantas dos 
pês. Nessas ultimas» costumam assumir Um caráter verrugoso ou 
calóso (Bopp, 1954). Nem sempre ê possível determinar, com exa­
tidão, a data do aparecimento dos primeiros sinais» uma vez que, 
na maioria dos casos, as lesões iniciais passam despercebidas em 
vista da ausência de sintomas ou inobservância por parte dos 
afetados. Já foram verificàdás em pacientes de 4 semanas, poden­
do também manifestar-se tardiamente (Saunáers @ Portland, 1961).
Bsta anomalia foi descrita pela primeira vez por Mi- 
belli» em 1893, em três pácientes pertencentes â Clínica Dermo- 
-Sifilográfàea dé.Parmá* na ítâlia. Simultaneamente, Emílio Res­
pighi, da Universidade de Pisá, a descreveu em sete outros pa­
cientes (apud Bopp» 1954). Pósteriormèftie, fdtaíft descritos casos 
de PM em vários países. Gilchrist, ainda no século passado, de­
monstrou de forma inequívoca a existência de um fator genético 
em sua etiologia. Pasini, em 1912, observou 26 casos em uma mes­
ma família Çapud Bopp, 1954) . Embora seja uma anomalia muito es­
tudada sob o ponto de vista clínico, não temos informação algu­
ma sobre estudos de ligação ou de atribuição cromossômica do loco 
da Poroceratose de Mifeeili.
2.2.2 - Cadeia « da haptoglobina
A haptoglobina ê uma proteína sêrica que tem sido mui­
to estudada desde 1938. 0 termo haptoglobina foi introduzido por 
Polonovski e Jayle, em 1940, para designar uma das proteínas per­
tencentes â fração o-2~ globulina, que apresentava alta afinida­
de pela hemoglobina (apud Nosslin e Nyman, 1958). Smithies e 
Walker (19S5, 1956) sugeriram que os três fenõtipos da a-Hp 
(o-Hpll, o-Hp22 e a~Hp21), verificados através de técnicas ele- 
troforêticas, sejam determinados por dois alelos (ct-Hpl e a-Hp2).
Vários estudos, alguns com resultados contraditórios, 
foram realizados visando â atribuição cromossômica do loco da 
a-Hp. Geralde cols. (1964, 1967) descreveram o caso de uma cri­
ança portadora de um cromossomo do grupo D, em anel, com ausên­
cia do alelo a-Hp paterno. Segundo esses autores, o loco a-Hp 
provavelmente teria sido perdido na formação desse cromossomo, 
o que sugeria sua atribuição a um dos cromossomos do grupo D, 
possivelmente o cromossomo 13.
- 10 -
Mais tarde, evidência no mesmo sentido foi dada pelo
trabalho de Cook e cols. (1969) que descreveram uma família na
qual mãe e filho mostravam segregação anômala de a-Hp. Ambos os 
cariotipos apresentavam uma deleção do braço longo de um cromos­
somo do grupo D, provavelmente o cromossomo 13, o que os levbu 
a.sugerir a localização do loco a-Hp neste cromossomo.
Nesse mesmo ano, Robson e cols. (1969), através do 
método dos escores lod, analisaram 16 heredogramas co» indiví­
duos portadores de transiocações D/D ou D/G, ou portadores de 
uma variante de um dos cromossomos do grupo D. Esse estudo suge­
riu a atribuição do- loco a-Hp ao cromossomo 16, com uma probabi­
lidade de 0 ,9 7 ,
Magenis, Hecht e tovrien (1970) usaram ura sítio frá­
gil do braço longo do cromossomo 16 como marcador. Através da
analise da freqüência de recombinação entre esse marcador e o 
gene da a-Hp, sugeriram a localização do loco da a-Hp num segmen­
to do cromossomo 16, localizado entre o meio e o terço distai 
do braço longo. Considerando-se todas essas evidências, aceita- 
se a atribuição do loco da a-Hp ao cromossomo 16.
2.2.3 - Anidrase carbônica II
A presença-de esterases eritrocitãrias em heraãcias 
humanas foi verificada por Wachstein e Wolf (1958) e por Davis 
(1959). Adotando técnicas eletroforéticas no estudo de gêmeos, 
Tashian (1961) sugeriu a existência de variantes geneticamente 
determinados em algumas dessas esterases*
Tashian e Shaw (1962) descreveram ura variante gené­
tico de uma acetilesterase humana. Rickli, Ghazanfar, Gibbons e 
Edsall (1964) obtiveram duas esterases distintas que apresenta­
vam a atividade característica das anidrases carbônicas e as 
referiram como anidrase carbônica B e C. Neste mesmo ano, Nyraan 
e Lindskog (1964), estudando a composição de aminoâcidos dessas 
esterases, as referiram como HCA B e HCA C.
• Baseando-se nas características eletroforéticas, na 
especificidade ao substrato e na inibição característica, Tashian 
(1965) classificou essas iâoen2imas em três grupos distintos: 
propionileSterases, butirilesterases e acetilesterases. Nesse 
ultimo grupo, estio incluídas as anidrases carbônicas I ou B e 
II ou C (CAI e CAII). Alem disso, sugeriu que as CAÍI sejam as
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mais primitivas e que as CAI tenham tido origem na duplicação e 
posteriores mutações cio loco das CÂII. Moore, Funakoshi e Deutsch 
(1971), aplicando técnicas imunologicas, descreveram o polimor­
fismo da CAII em negros. Esse polimorfismo ainda não foi descri­
to em brancos»
Ate a presente data» não conhecemos informação algu­
ma quanto a atribuição croraossômica do loco da CAII.
2,2.4 - Esterase B
Hopkinson, Mestriner» Cortner e Harrís (1973) descre­
veram ura novo polimorfismo humano: o da esterase D (Es-D). Aná­
lises de hemãcias humanas, através de técnicas eletroforéticas, 
indicaram três fenotípos (Es-Dll, Es-D22 e Es-D21).
Estudos de hibridaçlo de células somáticas» a prin­
cípio» deixaram duvidas sobre a localização cromossomica do gene 
da esterase D. Shows e Rrown(l975) sugeriram sua atribuição ao 
cromossomo 16» sem contudo excluir a possibilidade de sua loca­
lização no 15 ou 15. Heyningen e cols. (1975) atribuíram-no ao 
cromossomo 13. Simultaneamente» Chen» Creagan, Nichols e Ruddie 
(1975) obtiveram algumas linhagens celulares que apresentavam 
atividade enzimãtica da Es-D e outras era que esta atividade es­
tava ausente. Nas primeiras» o cromossomo 13 encontrava-se pre­
sente enquanto que nas últimas ele havia sido perdido. Estes re­
sultados os levaram a atribuir a localização do gene da Es-D ao 
cromossomo 13. . '
Posteriormente Robson e cols. (1976) ao analisarem a 
freqUência de recombinação entre o loco da Es-D e o centromero 
do cromossomo 13» através do método dos escores lod., excluíram 
ligação deste loco cora a região centromêrica, e sugeriram sua 
possível localização na metade distai do braço longo.
Alguns desses pontos serio novamente referidos no • 
capítulo Discussão»
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3 - MATERIAL E MÉTODOS
3.1 - Caracterização da amostra
iM >im nrffflr iUIhiww cmej& çu* iwwwiu «mhhmm«■gwra*
Dados referentes a 112 indivíduos, predominantemente 
caucasóides (com uma minoria negróide), coletados em dez muni» 
cípios de Santa Catarina, situados entre Joinvile e Florianópo­
lis, constituem a amostra analisada. (A Fig. 1, obtida de Culpi, 
1975, apresenta um mapa da região). Uma pequena fração desses 
indivíduos pertence S zona urbana & mora nas sedes dos municí­
pios, mas a grande maioria encontra-se dispersa na zona rural, 
em Ireas relativamente extensas, sem formarem isolados popula­
cionais. Pertencem a um nível sõcio-econSmico médio-baixo, ca­
racterístico da região. A maioria das suas habitações oferece 
boas condições de higiene.
Dados genealógicos levantados através de sete gera­
ções possibilitaram o delineamento de dois grandes heredogramas 
referidos no presente trabalho como genealogia A (Tabela 1) e 
genealogia B (Tabela 2), Em vista da raridade da anomalia (PM) 
e da estreita proximidade geográfica das famílias analisadas, 
aceitamos que essas genealogias pertençam a uma mèsma unidade 
familial. Em vista das genealogias serem formadas por famílias 
que se separaram há muitos anos, não conseguimos, no entanto, 
informações precisas que nos permitissem uní-las em um só here- 
dograma. Esse problema não tem, aliás, a menor importância me­
todológica para nossa pesquisa e vai aqui registrado apenas pa­
ra justificar a separação da família, supostamente unica, em 
duas sub-unidades familiares.
As amostras de sangue foram coletadas através de vi­
sitas domiciliares. As hemãcias, separadas do plasma, foram tra-
i “■ do Estado de Santa Catarina, cosi indicações das sedes- dos municípios
onde foram localizados os indivíduos portadores de Poroceratose de Mibelli,
t13-
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Tabela 1. Informações dos indivíduos tipados pertencentes a genea­
logia A e âe seus asctendôntes diretos»
Amostra Indivíduos Pai Mãe Sexo PM a-Hp Es-p CAII
- III.002 «te - M PP - «te -
- IV,007 - III.001 F Pp a» -
- IV»009 III.002 O» F Pp «es - «te
- IV.010 III.002 - M Pp » 2~1+ »
094 IV.0Î1 - - F PP 2-1 1-1 1-1
0» IV.018 è O o » M Pp « «9 ' met
- IV.019 III. 005 - M Pp - « «a»
238 V.Ü02 - IV.007 M Pp 2-1 1-1 i-i
120 V.0O3 » » F PP 2-2 2-1 i-i
32 4 V.01Î » IV.009 F Pp 2-1 - i-i
022 ¥,012 IV,010 IV.011 M PP 1-1 1-1 i-i
072 V.013 IV,010 IV.011 M Pp 2-1 2-1 i-i
155 V.014 » » F PP 2-1 1-1 î-i
- V.029 IV,017 - F Pp » 09 03*
014 V.032 » «si M PP 1-1 «te 1-1
048 V.033 ÏV.0ÎS • F Pp 1-1 1-1 1-1
049 V.035 IV,018 •» M Pp 2-1 1-1 1-1
«te V.Û36 » OS F PP sas -
112 V.037 « - F PP. 2-1 1-1 1-1
001 V.046 IV.019 » M Pp 1-1 1-1 1-1
250 VI.004 V. 002 V. 003 M PP 2-1 2-1 i-i
035 VI. 007 V. 002 V, 003 M Pp 2-1 - i-i
012 VI. 008 V.002 V. 003 M Pp 2-1 2-1 î-i
302 VI. oio V. 0 0 2 V. 003 F PP 2-1 2-1 i-i
+ * fenõtipo inferido.
continua
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continuaçSo da Tabela 1.
Amostra Indivîduos Pai Mie Sexo PM a-Hp Es-D CAII
087 VI,038 » «*. M PP 1-1 - 1-1
233 VI,039 V.011 F Pp 1-1 1-1 1-1
125 VI,044 « » M PP 1-1 « 1-1
055 VI.045 ** V.Ûlî F Pp 2-1 - 1-1
110 VI.047 V.011 M Pp 2-1 2-1 1-1
256 VI.048 - *• F PP 2-1 - 1-1
111 VI,063 V.013 V.014 M PP 2*2 1-1 • 1-1
092 VI.064 V.013 ¥.014 M Pp 1-1 1-1 1-1
053 VI.065 V.013 V, 014 M Pp 2-1 1-1 1-1
OIÎ VI.067 V.013 V.014 F PP 2-2 1-1 1-1
044 VI.069 V.013 V.014 F PP 1-1 1-1 1-1
085 Vï,086 - M PP 2-1 1-1 1-1
026 VI.087 V.029 F Pp 2-1 1-1 1-1
151 VI.090 ¥.029 M Pp 2-1 1-1 1-1
834 VI.091 « F PP 2-2 1-1 1-1
08Î VI.107 V.032 V.033 M PP 1-1 1-1 1-1
089 VI.120 V.035 V.036 M Pp 2-2 2-1 1-1
141 VI.121 ¥.035 V.036 F PP 2-2 1-1 1-1
091 VI.122 V.035 V.036 F Pp 2-2 1-1 1-1
079 VI,126 V.035 V.037 F Pp _ 2-1 1-1 1-1
004 VI.128 V.035 V.037 M PP 2-2 1-1 1-1
006 VI.157 V. 046 - M Pp 1-1 1-1 1-1
069 VI.161 ¥.046 » M PP 2-1 - 1-1
088 VI1.006 VI.038 VI.039 F Pp 1-1 1-1 1-1
850 VI1.007 VI.038 VI.039 M Pp 1-1 - 1-1
continua
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continuação da Tabela 1«
Amostra Indivíduos Pai Mãe Sexo PM. cs-Hp Es-D CAII
115 VI 1.008 ¥1.038 VI.039 F Pp 1-1 1-1 ■ i * * *
109 VII«022 VI.044 VI.045 F Pp 1-1 - 1-
144 VII,075 VI.086 ¥1.087 M PP 2-1 1-1 1-
045 ¥11,076 VI.086 IV.087 M Pp 2-2 1-1 1-
122 ¥11,077 VI.086 IV.087 F Pp 2-1 1-1 1-
096 VI 1.078 VI.086 VI.087 F PP 1-1 1-1
211 VI 1.083 ¥1,090 '' VI.091 F PP 2-1 1-1 X m
135 VII.085 ¥1.090 VI.091 M PP 2-1 1-1 1-
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Tabela 2, Informações dos indivíduos tipados pertencentes I genea­
logia B e de seus ascendentes diretos.
Amostra Indivíduos Pai Mae Sexo FM a-Hp Es-D. CAIÎ
fMfe 11.002 - M Pp - -
- 111.003 11.001 U PP - » «
- 111.004 11.002 - F Pp - - -
111.005 11.002 M Pp 2-1* -
071 111.006 - «5» F PP 1-1 1-1 1-1
. . ni.oio 11,004 em» M Pp » - ' -
063 IV.001 - M PP 2-2 2-1 1-1
07S IV.002 III.003 III.004 F Pp 2-1 2-1 1-1
136 IV.004 m » M PP 1-1 1-1 1-1
» IV.005 III.003 II1.004 F Pp - - -
IV.006 III.002 F Pp - -
436 IV.008 II1.005 III.006 M Pp 1-1 2-1 1-1
265 IV.009 « «B» F PP 2-1 2-1 2-1
134 IV.010 111,005 III. 006 M PP 1-1 1-1 1-1
- IV.012 III.008 í.*» M. Pp » - -
■161 IV.016 III.010 - M Pp 2-1 2-1 1-1
140 IV.017 « F Pp 2-2 1-1 1-1
270 IV.019 » M PP 2-2 1-1 1-1
100 IV.020 III.010 F PP . 2-î 2-1 1-1
- ¥.003 IV,001 IV.002 M Pp 2-1* a» - .
062 V.0O4 a» - F Pp 1-1 1-1 1-1
054 ¥.005 IV.001 IV,002 F PP 2-1 2-1 1-1
156 V.006 IV.001 IV.002 F PP 2-1 1-1 1-1
196 V.007 IV.001 IV.002 M Pp 2-1 2-1 1-1
♦ * fenõtipo inferido.
continua
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cûntimiaçâo- da Tabela 2 ,
AîBostra Xndivîduos Pai Mie Sexo PM a-Hp Es-D CAII
076 V.019 IV.004 IV.005 F Pp 1-1 1-1 1-1
282 ¥.020 «a 1V.006 M Pp 2-1 2-1* 1-1
131 ¥.021 IV.004 IV.005 F Pp 1-1 1-1 1-1
176 ¥.022 IV.004 IV.005 F Pp 1-1 2-1 1-1
084 V.023 M PP 2-2 2-1 1-1
154 ¥.024 IV.004 IV.@05 F Pp 1-1 1-1 1-1
107 ¥.026 IV.004 IV.005 M Pp 1-1 1-1 1-1
066 ¥.039 IV.008 IV.009 F Pp 2-1 2»! 2-1
047 V.041 IV.008 IV.009 F PP 2-1 1-1 2-1
182 ¥.043 IV.012 - M Pp 2-1 2-î4 1-1
104 ¥.044 » F pp 1-1 1-1 1-1
235 ¥.052 cm » M PP 2-1 1-1 1-1
056 ¥.053 IV.016 ■» F Pp 2-2 1-1 1-1
315 ¥«063 IV.016 IV.017 M PP 2-1 2-1 1-1
045 ¥.065 ÎV.0Î6 IV.017 F Pp 2-2 2-1 1-1
266 ¥.066 IV.016 IV.017 F PP 2-1 - 1-1
029 ¥.067 IV.016 IV.017 F PP 2-1 1-1 1-1
251 ¥.068 IV.019 IV.020 F Pp 2-2 2-1 1-1
121 ¥.069 IV.019 IV.020 M Pp 2-1 1-1 1-1
231 VI. 017 ¥.003 ¥.004 M Pp 2-1 e» 1-1
164 ¥1.022 ¥.003 V.004 F PP 1-1 1-1 1-1
074 VI.023 ¥.003 ¥.004 F Pp 1-1 c* 1-1
077 ¥1.025 ¥.003 V.004 F Pp 2-1 « 1-1
142 ¥1.061 ÎY.010 ¥.019 M PP 1-1 - 1-1
continua
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continuação da Tabela 2.





































































































































tadas com glicerol. Ambos foram transportados em caixas de iso­
por com gelo e estocados a -20°C. Foram também estocadas amos­
tras de soro. Caracterizaram-se eletroforeticamente 21 famílias 
com 112 indivíduos estudados.
3.2 * Metodologia da caracteri zaçio dos fenótipos
3.2.1 - Poroceratose d© Mibelli
Dentre os 112 indivíduos incluídos no presente estu­
do. encontraram-se 61 afetados por Poroceratose de Mibelli. To- 
dás as famílias estudadas têm sido clinicamente acompanhadas pe­
lo dermatologista Dr. Jorge Josê de Souza Filho, que constatou 
© diagnosticou a anomalia nessa região, tendo feito c levanta­
mento dos casos e examinado os afetados e seus parentes descri­
tos como normais.
De acordo com áaunders e Portland (1961)» a idade de 
aparecimento da PM é variável. Segundo o Dr. Jorge Josê de Sou­
za Filho (comunicação pessoal), que vem acompanhando clinicamen­
te* durante cerca de dez anos, as famílias estudadas, o apareci­
mento dessa anomalia» nessa amostra, se dã com maior freqüência 
na faixa dos 7 aos 9 anos, em poucos se manifestando na faixa 
até os II anos. Hã, pois, uma possibilidade de que um ou outro 
indivíduo considerado como normal a com idade entre 10 e 15 anos. 
venhá a manifestar a doença. As condições climáticas da região 
litorânea (co® sol freqüente durante todo o ano)em que vivem 
esses indivíduos favorecem a manifestação da Poroceratose de 
Mibelli.
Não foram coletadas amostras de sangue de crianças 
com idade inferior a 1 anos. Nas famílias aqui analisadas, en­
contram-se* porém, apenas crianças com idade superior a nove 
anos«
3.2.2 « Cadeia a da haptoglobina
A caracterização da a-Hp se deu por eletroforese em 
gel de amido. Adotou-se o sistema de tampão descontínuo desen­
volvido por Poulik (1957); tampão tris-citrato 0,076 M e 0,007 
M, respectivamente» de pH 8,6 no gel, e tampão borato 0,3 M de 
pH 8*0 nas cubas» A eletroforese correu em câmara fria, a 4°C, 
Foram aplicados 35 mA, mantidos constantes durante cinco horas.
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g) Preparo dos tampões
Tampio tris-citrato pH 8,6,
Dissolveram“se 9,2 g de tris (hidroximetil) aminorae- 
tano e 149 g de acido cítrico em 1000 ml de ãgua destilada. Es­
sas concentrações jâ nos fornecem o pH 8,6 desejado.
Tampão borato pH 8,0,
Foram dissolvidos 18,5 g de acido borico em 1000 ml 
de âgua destilada, Foi ajustado o pH 8,0 com uma solução de hi­
dróxido de sõdío 0,1 M.
b) Preparo do gel e aplicação das amostras
Os geis foram preparados segundo a técnica de Smithies 
(1955), contendo 24 g de amido Connaught, em 200 ml de tampão 
tris-citrato, pH 8,6,
As amostras para aplicação no gel foram preparadas 
com uma gota de bemolisado de hemãcias padrão em duas gotas de 
soro, Foram inseridas nos géis com papel filtro Whatman numero 
3 (Smm x 7mm),
c) Coloração
Na coloração foram usados 200 mg de benzidina e 200 
mg de nitroprossíato de sodio dissolvidos em 100 ml de uma solu­
ção contendo 0,01 áe acido acético. Apos derramar a solução so­
bre a superfície cortada do gel, acreseentaram-se 3 ml de ãgua 
oxigenada a 2(1 v. Zonas azuladas foram observadas entre cinco 
e dez minutos, em todas as regiões de migração do complexo hapto- 
globina-hemoglobina.
3,2.3 - Esterase D e anidrase carbônica II
A princípio, o mesmo método foi aplicado na caracte­
rização de ambas as isoenzimas Es-I) e CAI1. Fez-se eletroforese 
horizontal em gel de amido, tampio tris-maleato 0,1 M e 0,1 M, 
respectivamente, de pH 7,5, em câmara fria, a 4°C. Foram aplica­
dos 45 V medidos no gel, mantidos constantes por cerca de 17 ho­
ras .
a) Tampão tris-maleato
Foram preparadas duas soluções, 'Uma, referida como 
solução A, contendo 11,6 g de acido maleico dissoldos em 1000 
ml de ãgua. Outra, referida como solução B, contendo 24,228 g 
de tris (hidroximetil) amino metano dissolvidos em 2000 ml de
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agua destilada, Â solução A foi adicionada a solução B, ate ser 
atingido pH 7*5» 0 mesmo tampão foi usado nas cubas e no preparo 
do gel» sendo que no gel foi diluído de 1:9»
b) Preparo do gel. e aplicação das amostras
Os gê is foram.preparados de acordo com o procedimento 
de Smithies (1955)» contendo 24 g de amido Connaught em 200 ml 
de tampão. As amostras foram inseridas nos glis com papel fil­
tro Whatman numero 1? (Smm x 5mm)»
c) Coloração
Os métodos de coloração usados foram diferentes para 
as duas isoenzimas estudadas» Uma das partes do gel foi usada na 
coloração da Es-D e a outra na da anidrase carbônica IX.
O substrato usado na coloração da Es-D foi acetato 
de umbelifercna (1 mg) dissolvido em acetona (0.5 ml), a que se 
adicionara® 10 ml de tampão acetato 0,1 M de pH 5,0, Essa solu­
ção foi espalhada sobre a superfície cortada do gel. Zonas fluo­
rescentes foram vistas apôs cerca de 10 a 15 minutos, em câmara 
escura, a luz ultra-violeta.
Na coloração das CAÍI, usou-se substrato fluorogêni- 
co (diacetato de fluoresceína), de acordo com Hopkinson, Coppock, 
MUhlemann e Edwards (1974), A 1 mg de diacetato de fluoresceína 
dissolvido em 0,5 ml de acetona, adicionaram-se 10 ml de tampão 
fosfato 0,1 M* pH 6,5, diluídos de 1:1. Essa solução foi espa­
lhada sobre a superfície cortada do gel com auxílio de uma fita 
de papel filtro, O gel, aderido ao papel filtro, foi coberto com 
um plástico fino® Incubou-se, então, o gel a 37°C, durante cerca 
de meia hora. Zonas fluorescentes foram vistas apôs o tempo de 
incubação, em câmara escura, a luz ultra-violeta.
Ao serem constatados os heterozigotos para CAII, a 
analise elefroforitica foi repetida em tampão tris-EDTA-borato 
0,9 M, 0,O2 M e 0,5 M» respectivamente, de pH 8,6.' Estas condi­
ções oferecera melhor resolução para a CAII. Uma solução estoque 
foi preparada contendo 108,9 g de tris (hidroximetil) aminometa.- 
no, 7,44.g de E0TA e 30,8 g de acido bórico, Essa solução foi 
diluída de 1:6 para ser usada nas cubas e de 1:9 para o preparo 
do gel» Na. coloração adotou-se o mesmo me todo fluorogênico. Hou­
ve confirmação dos três indivíduos heterozigotos verificados cora- 
tampão tris-maleato de pH 7,S.
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3*^ " Metodologia da analise de ligação
Com © método dos escores lod, só se analisam famílias 
coin apenas um filho informativo quando a fasè do diiplo hetero- 
zigoto (acoplamento ou repulsão) for Conhecida. Por esta razão, 
não se coletou material das famílias com apenas um filho presen­
te e que não ofereciam a possibilidade de se determinar a fase 
dos marcadores genéticos através de informação da geração ante­
rior. As amostras de sangue foram coletadas preferencialmente 
das famílias onde havia possibilidade de se coletar material dos 
dois cônjuges.
As Tabelas 3 a 6 mostram as famílias informativas pa­
ra cada relação- dos marcadores considerados nas analises de liga­
ção. -
A maioria dos casos de ligação determinados na espé­
cie humana tem demonstrado uma maior susceptibilidade feminina 
a permuta (Cook, 1965; Renwick e Schulze, 196S; Kobson, Suther­
land e Harris, 1966; Weitkamp, Guttormsen e Greendyke, 1971;
Lamro, Svejjgaard e Kissmeyer-Nielsen, 1971; Cook e cols, 1972),
Na presente analise conservaram-se separados os resultados ob­
tidos das famílias em que somente o pai ou somente a mie ê o 
cônjuge informativo» Consideraram-se cinco hipóteses alternati­
vas com freqüências de recombinação iguais a 0,05, 0,10, 0,20, 
0,30 e 0,40.
Na analise das relações de recombinação entre os di­
ferentes marcadores, aplicou-se o' mltodo dos escores lod desen­
volvido por Morton (1955, 1956 e 1957). De acordo com esse méto­
do, consideram-se hipóteses alternativas de diferentes valores 
de recombinação que são testadas contra uma hipótese nula
com valor de ô * 0,50. Em uma família informativa, considerando- 
se um determinado valor de a função de verossimilhança es­
perada nos filhos, ê calculada com base no observado» 0 logarit­
mo obtido da razão de probabilidade entre as funções de verossi­
milhança, quando testamos uma hipótese alternativa contra a hi­
pótese nula, ê o escore lod ou escore z.
Selecionadas as famílias com pelo mertos um cônjuge 
duplamente heterozigoto pata cada relação de dois locos estuda­
dos , classificaram-se os fenótipos dos filhos era recombinantes 
e não recombinantes. Nas famílias em que a fase era desconheci­
da, os resultados dos escores lod foram consultados nas tabelas
Tabela 3. Especificação das famílias nucleares informativas para a analise das relações de liga­
ção entre os locos da PM e ««Hp»
Genealogia A
Família Pai Mie Filhos informativos
Ml 5 ¥,002 ¥.003 VI,004 ¥1.007 ¥1.008 VI. 010
M27 ¥.013 V.G14 ¥1.063 ¥1.064 VI.067 VI.069
M22 ¥.031 ¥.036 e 037 ¥1.120 VI.121 . VI.122 VI .126 ¥1,12-8
M34 VI.086 VI.087 ¥11,075 VII.076 ¥11,077 VII .078
B28 ¥1.090 ¥1.091 VII.083 ¥11.085
Genealogia B
M01 IV.001 IV.002 ¥.003 ¥.005 ¥.006 ¥.007
B07 IV.016 IV,0X7 ¥.063 ¥.065 ¥.066 ¥.067
BI 8 IV.019 IV.020 ¥.068 ¥.069
B21 ¥.003 ¥.004 VI.017 ¥1.022 VI.023 ¥1,025
B10 ¥.020 ¥.021 VI.066 VI. 067 VI.0 68 ¥1.069 ¥ 1 .0 7 0




Tabela 4« Especificação das famílias nucleares informativas para a analise das relações de 
ligação entre os locos da PM e Es-B.
Genealogia A










¥1.064 VI.065 ¥1.067 ¥1.069
Genealogia B
M05 III.oos 111.006 IV.008 IV.010
B22 IV.Q08 IV.009 ¥.041
B07 IV.01S IV.017 ¥.063 V.065 ¥.067
B18 IV.019 IV.020 ¥.068 ¥.069
B10 ¥.020 ¥.021 VI.066 ¥1.067 ¥1.068 ¥1.069 ¥1.070





Tabela 5. Especificação das famílias nucleares informativas 
para a analise das relações de ligação entre os 
locos da a-Hp e'CAII. '
Genealogia B
Família Pai Mie Filhos informativos
B22 IV.008 IV.009 ¥.039 V.041
Tabela 6. Especificação das famílias nucleares informativas para a analise das relações de
ligação entre os locos da s-Hp e Es-D.
Genealogia A
Família Pai Mie Filhos informativos
M2 7 ¥»013 V. 014 VI.063 VI.064 VI.065 ¥1.067 ¥1,069
Genealogia B ■
B07 IV.016 IV.017 V.063 V.06S ¥.066 ¥.067
B18 IV.019 IV.020 V.068 ¥.069
B10 ¥.020 V.021 ¥1.066 VI.007 VI.068 VI.069 ¥1.070





de Maynard-Snith, Penrose e Sraith (1961). Para o caso de fase 
conhecida, consultaram»se as tabelas desses mesmos autores em 
Race e Sanger (1975),
3.3.1 - Relação PM:<s-Hp
Na anllise das relações de ligação entre os locos da 
PM e o-Hp, obtiveram-se 11 famílias informativas (Tabela 3): 
cinco pertencentes a genealogia A e seis pertencentes a genea­
logia B* Foram inferidos os fenõtipos dos indivíduos V.036 (A) 
e V.003 (B).
Os resultados obtidos pelo métodos dos escores lod, 
na analise da família M22 (A), foram calculados considerando-se 
juntos os filhos que o indivíduo V.035 teve com duas esposas 
(V.036 e 037), 0 fenõtipo de V.036, por inferência baseada nos 
fenõtipos dos filhos, poderá ser 2-1 ou 2-2. Em qualquer caso, 
tratar-se-1-« de um cruzamento do tipo , em que se pretende ana­
lisar a recombinação paterna.
3.3.2 - Relação PM:Es»D
As relações de ligação entre os locos PM e Bs-1) (Ta­
bela 4) foram analisadas em oito famílias nucleares informati­
vas: duas pertencentes a genealogia A e as restantes a genealo­
gia B.
Na tipagem dos fenõtipos da Es-D, verificou-se que 
algumas das amostras de sangue estavam deterioradas e, em certos 
casos, houve duvidas sobre o verdadeiro fenõtipo do indivíduo. 
Isto ocorreu em uma família da genealogia A (M29) e em três da 
genealogia B (M05, B10 e BI5) , nas quais fizeram-se inferências. 
Á inferência sõ foi feita quando se tinha certeza dos fenõtipos 
dos filhos e não restava outra alternativa possível para o fenõ­
tipo de um.dos pais. Na família M29 existem dois filhos informa­
tivos. Um deles i fenotipicamente 1-1 e outro ê 2-1. A mãe (IV. 
011) ê 1-1. Excluídas as hipóteses de ilegitimidade e de muta­
ção nova, o fenõtipo paterno sõ poderá ser 2-1. Na família B10, 
existem cinco filhos informativos; três são fenotipicamente 
2-1 e os demais são 1-1. A mie (V.021) ê 1-1. O fenõtipo pater­
no sõ poderá ser 2-1. 0 mesmo critério foi adotado na família 
MOS para o indivíduo III.005 e na família B15 para o indivíduo 
V.043.
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3.3.3 - Relação CAIÍ:a-Hp
Ate a presente data» o polimorfismo CAII sô foi des­
crito em negros» sendo considerado u» marcador da raça negrúide.
A amostra, que e objeto desta analise, foi retirada de uma popu­
lação basicamente caucasoide. Ainda assim, resolvemos conside­
rar o loco CÂ1I, em vista da facilidade técnica de realizar a 
tipagem de seus fenótipos simultaneamente com os da Bs-D, numa 
mesma corrida eletroforetica. Dos 112 indivíduos examinados, so­
mente três são heterozigotos: o cônjuge de uai afetado (IV,009) 
s suas duas filhas (¥.039 e ¥.041), Essa e a única família in­
formativa para o estudo das relações de ligação entre os lotos 
ca CA11 e o-Hp (Tabela S).
3.3*4 - Relação a-HpíEs-D
Na analise das relações de recorabinaçao entre os locos 
a~£ip e Es-D» obtiveram-se S famílias informativas: uma pertencen­
te ã genealogia A e quatro ã genealogia B (Tabela 6)„ Foram fei­
tas inferências fenotípicas relativas a Es-D, nas famílias nuclea­
res B10 e BIS, da genealogia B, ji referidas anteriormente.
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4 - RESULTADOS
Os resultados estão apresentados nas Tabelas l a  10 
e nas'Figs. 2 a 4, de acdrdo com as indicações constantes nas 
respectivas legendas. Em algumas * usaram-se abreviações devida­
mente explicadas ao pê das tabelas ou figuras em que aparecem 
peia primeira vez, .
A Tabela 1 mostra de forma pormenorizada as informa­
ções dos indivíduos pertencentes ã genealogia A, com os respec­
tivos resultados das tipagens dos marcadores analisados. A Ta­
bela 2 apresenta os dados referentes aos indivíduos pertencen­
tes ã genealogia B* Nessas tabelas, fez-se a identificação dos 
indivíduos na base de sua geração e sua posição no heredograma. 
Também esta registrada, para cada indivíduo, a identificação que 
sua amostra dê sangüe recebeu por ocasião dâ coleta de dados.
Com os dados das Tabelas 1 e 2, áelecionaram-se as famílias nu­
cleares informativas para as relações PM:a»Hp* PM:Es-D, CAII: 
a-ttp e a-Hp:Es-D e elaboraram-se as Tabelas 3 a 6, respectiva­
mente .
Nas Tabelas 7 a 10, encontram-se os resultados obti­
dos na analise da freqüência de recombinaçãc em todos os tipos 
de famílias nucleares informativas. Os resultados foram clas­
sificados de acordo cora a freqüência’ de recombinação e o sexo 
do progenitor informativo»
As Figs. 2, 3 e 4 mostram as curvas de distribuição 
dos escores lod, de acordo com as freqüências de recombinação 
alternativas, para as relações PM:a-Hp, PMjEs-D e a-Hp:Es-D, 
respectivamente.
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obtidos da analise de ligação entre os locos
Informação paterna
Freqüência de recombinação
Famílias n 0 »05 , 0,10 0,20 0,30 0,40
BIS S -1,442 -0,887 -0,388 -0,151 -0,035
Ml 5 4 “1,442 -0,887 -0,388 -0,151 -0,035
B28 2 0,258 0,215 0,134 0,064 0,017
M2 7 4 *0,464 -0,229 -0*060 «0,011 -0,001
M2 2 4 »1,442 -0*887 -0,388 -0,151 -0,035
B21 4 0,063 0*052 0,031 0,015 0,004
810 S 0*863 0*052 0,031 0,015 0,004
807 -1 0,649 0,568 0,395 0,217 0,065
Total 08 32- -3,757 -2,003 -0,633 -0,153 -0,016
Informação materna
M01 4 -1,442 -0 » 8-87 -0,388 -0,151 »0,055
Bl 8 2 -0,721 -0,444 -0,194 »0,076 -0*018
M34 JL 0,258 0,215 0,134 0,064 0*017
Total 03 8 -1,905 »1*116 -0*448 -0,163 -0,036
Total 11 40 -5,66.2 “3,119 -1,081 -0,316 -0,052
n 85 filhos informativos»




Famílias n Y nr 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
M29 2 0,258 0,215 0,134 0,064 0,017
M2 7 5 1 3 *»1,163 -0,633 -0,184 -0,006 0,043
310 S «•0,082 -0,064 -0,055 -0,016 -0,004
BIS 3 0,533 0,465 0,318 0,170 0,049
B07 3 -0,721 -0,444 -0,194 -0,076 -0,018
MOS 2 0 , 2 5 8 0,215 0,134 0,064 0,017
B22 JL 0 1 0,279 0,255 0,204 0,146 0,079
Total 07 21 2 4 -0,638 0,009 0,377 0,346 0,183
Informação materna
BIS 2 -0,721 -0,444 -0,194 -0,076 -0,018
Total 07 23 2 4 -1,359 -0,435 0,183 0,270 0,165
n ® filhos införraativos; r « recombinante; nr - não recombinante»
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Tabela 9. Escores lod obtidos da analise de ligaçlo entre os 
locoá CAII e a~Hp.
Informação materna
Família n Freqüência de r©combinação
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
B22 1 0,258 0,215 0,134 • 0,064 0,017
» 34 «
Tabela 10. Escores lod obtidos da análise de ligação entre os 
locos Es-D e a-Hp.
Informação paterna
Freqüência de recombinação




M27 4 «1,442 »0,387 -0,388 -0,151 -0,035
B10 S «1,442 -0,887 -0,388 -0,151 -0,035
BI 5 s »0,721 -0,444 »0,194 . -0,076 -0,018
BQ7 -2 »0,721 -0,444 «0,194 -0,076 -0,018
Total 4 IS »4,326 -2,662 -1,164 »0,454 -0,106
Informação materna
BI 8 2 0,258 0,215 0,134 0,064 0,017
Total 5 17 »4,068 »2,447 -1,030 -0,390 -0,089
n = filhos informativos.
0,000'
m t m r nm m m m
tOTàL
Fig. Z. Distribuiçio dos escoras lod par® a ralaçao 
entre os iocos PM © «—Hp• d© acordo co» di- 
ferantas fraqUãncias i® racoabinaçio.
* 5 6 **
Mg. 3. Distribuição dos escores lod para a relação entre ©s 
locos PM e Es-I), de acordo com diferentes freqüências 
d® recombinação*
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Fig. 4. Distribuigao dos «scores led para a relageo entre os 




Em vista da idade de manifestação da PM ser variãvel 
(Ssunders e Portland, 1961) e segundo a orientação do Dr. Jorge 
Josê d@ Souza Filho* não foram coletadas amostras de sangue de 
indivíduos com idade inferior a sete anos,
No presente trabalho, as famílias analisadas so pos­
suem crianças de idade igual ou superior a nove anos. Ainda as­
sim, não podemos excluir a possibilidade de considerar como nor­
mal um indivíduo portador do gene da PM que ainda não tenha se 
expressado. Entretanto, ao acompanharmos a segregação do gene 
da PM nos diferentes cruzamentos, verificamos que a distribui­
ção de poroceratosicos esta de acordo com o esperado segundo as 
leis mendelianas. Esses dados (a serem futuramente publicados 
pelo Dr. B. Arce-Gomez e cols.) reduzem a possibilidade de que 
um indivíduo diagnosticado como normal seja portador do gene pa­
ra a anomalia.
Na analise de ligação da relação PM:o-Hp (Tabela 7), 
tanto os resultados femininos como os masculinos distribuíram- 
se de forma semelhante. Os resultados obtidos quando se consi­
deraram as hipóteses alternativas atingiram valorès de escores 
lod variando entre -5,662 (8^ * 0,05) e »0,052 (8^ * 0,40). Ape­
sar de que ligação entre esses locos so pode ser excluída ate 
uma freqüência de recombinação de 0,10, a distribuição dos 
escores lod (Fig. 2) segue uma curva típica de segregação inde­
pendente.
Os resultados obtidos da analise da relação PM:Es~D 
não permitem exclusão de ligação, nem mesmo ã freqüência de 0,05 
de recombinaçio, 0 numero de famílias nucleares informativas ê
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pequeno (Tabela 4) e os valores de escores lod (Tabela 8} slo 
baixos. Sua curva de distribuição (Fíg. 3) apresenta um pico a 
uma freqüência de recombinação de cerca de 0,24, quando se con­
sideram os dados masculinos. Â informação a respeito da recom­
binação feminina ê representada por apenas uma família com dois 
filhos informativos. Quando somados os resultados femininos e 
masculinos, a curva atinge um pico quando 8  ^e cerca de 0,27. 
Apesar da quantidade de informação ser reduzida, achamos inte­
ressante que a analise dessa relação seje continuada em traba­
lhos posteriores.
Quanto ao loco CAII, contamos apenas com uma unica 
família informativa para a relação CAIIsa-Hp (Tabela 5), Os re­
sultados dos escores lod (Tabela 9) foram relatados com a unica 
finalidade de serem aproveitados em trabalhos posteriores.
Ao analisarmos a freqüência de recombinação ocorrida 
entre os locos da PM e da a-Hp (Tabela 10), obtivemos uma dis­
tribuição dos valores de escores lod (Fig. 4) característica de 
segregação independente, com possibilidade de exclusão signifi­
cativa de ligação atê 0,10 de freqüência de recombinação» Acha­
mos interessante fazer um estudo das relações de recombinação 
entre esses dois locos, adotando o mêtoáo dos escores lod, em 
vista do loco da a-Hp ter sido atribuído ao cromossomo 16 (Robson 
e cols. 1969) e de existirem duvidas quanto ã localização da 
Es-D neste mesmo cromossomo (Shows e Rrown, 1975; Heyningen e 
cols., 1975).
Nossos resultados seguem a mesma direção dos encon­
trados recentemente por Robson e cols. (1976), Somando-se-os 
valores de escores lod de ambos os trabalhos (Tabela 11), pode­
mos excluir ligação nos dados masculinos ate a freqüência de 
recombinação de aproximadamente 0,30» De acordo com Chen, Crea- 
gan, Nichols e Ruddle (1975) que atribuíram, com rtaior seguran­
ça, o loco da Es-D ao cromossomo 13, esses resultados seriam es­
perados,
Ji existem, entretanto, evidências da ausência de li­
gação entre o loco da Es-D e a região centromêrica do cromosso­
mo 13, restando ainda a possibilidade de sua localização na me­
tade distai do braço longo, isto I» em 13q2 ou q3.
Convêm ressaltar os valores de escores lod positivos 
entre os locos da Es-D e da a-Hp, nos dados femininos, encontra-
Tabela 11» Escores lod obtidos na analise de ligação entre os locos da a-Hp e Bs-D.
Famílias Filhos Freqüências de recombinação
Referencia Sexo informativas informativos n nr 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
Robson e cols- 1976 M 32 80 2 0 -15,75 -9,24 -3,78 -1,48 -0,42
Presente trabalho M 4 15 «* - -4,33 -2,66 -1.16 -0,45 -0,11
Total 36 95 2 0 -20,08 -11,90 -4,94 -1,93 -0,53
Robson e cols.,  1976 F ’ 24 61 1 5 -1,54 0,73 1.-87 1,54 0 , 71
Presente trabalho F 1 2 «. *S*> 0,26 0,22 0,13 0,06 0,02




dos por Robson © cols* (1976) e no presente trabalho. Âpesar 
desses resultados alo serem signiflcantes, e ocorrerem no sexo 
em que a susceptibilidade a permuta e maior, ainda assim, são 
curiosos em vista dos achados de Shows e Brown (1975),
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6 - SUMARIO E CONCLtISOES
I. A presente analise é parte de um plano maior de 
estudo clfnico-genltico da Poroceratose de Mibelli (PM) e teve 
por objetivo uma analise das seguintes relações de recombinação: 
PM:«-Hp5 PM:Es-D, «rHp:Es-D e CAXI:a-Hp.
II» Os indivíduos da amostra pôrtencem, provavelmen­
te» a uma õnica unidade familial cujos dados genealógicos foram 
coletados através de sete gerações» '
II1» As amostras de sangue permitiram a caracteriza­
ção fenotípica de 112 indivíduos considerando-se os locos a-Hp, 
Es-D e CAI!,
IV» As analises das relações de ligação basearam-se 
no método dos escores lod.
V. Nossos dados permitem as seguintes conclusões:
A. Apontar a relação PM:Es-D como interessante 
para posteriores estudos de ligação genetica.
B. Excluir ligação entre os locos PM e a-Hp
ate uma freqüência de recombinação de 0,10»
C» Excluir ligação entre os locos o-Hp e Es-D»
ate a freqüência de recombinação de aproximadamente 0,30, quan­
do somados aos de outros autores, considerando-se apenas os da­
dos masculinos»
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